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PROCEDE DE MODIFICATION GENETIQUE DE LACTOBACILLUS 

DELBRUECKII 

La presente invention est relative a la 
modification genetique de Lactobacillus delbrueckii . 
5 Les bacteries lactiques sont tres utilisees en 

industrie agroalimentaire, particulierement pour la 
fabrication de divers produits fermentes ; en outre, leur 
innocuite a fait preconiser leur utilisation pour la 
production par genie genetique de diverses substances 

10 destinees notamment a une utilisation therapeutique . 

La modification genetique des bacteries 
lactiques permet d' adapter leurs caracteristiques selon 
1 ' utilisation envisagee, que ce soit par 1' introduction 
et 1' expression d'ADN etranger, ou par la surexpression 

15 ou au contraire 1' inactivation de genes naturellement 
presents chez lesdites bacteries. Pour qu' une 
modification soit stable, elle doit etre integree dans le 
chromosome bacterien. Dans ce but, la modification 
souhaitee est inseree dans un plasmide non-replicatif 

20 portant un marqueur de selection. Le vecteur ainsi obtenu 
est introduit dans les bacteries ; on recupere ensuite 
les bacteries exprimant le marqueur de selection, qui 
sont celles qui ont integre le vecteur dans leur 
chromosome . 

25 La modification resulte de 2 evenements de 

faible frequence : 1) 1' introduction du plasmide 
replicatif dans les bacteries ; 2) 1' integration dudit 
plasmide par recombinaison dans le chromosome. Le taux de 
modification que l'on peut esperer est le produit des 

30 probabilites de ces deux evenements ; il est done tres 
faible, surtout dans le cas de bacteries appartenant a 
des especes dites « refractaires » a la transformation, 
ce qui est le cas de nombreuses especes de bacteries 
lactiques. Parmi celles-ci on mentionnera en particulier 

35 1'espece Lactobacillus delbrueckii , qui comprend 
notamment les sous-especes Lb. delbrueckii subsp. 
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bulgaricus, Lb. delbrueckii subsp. lactis, et Lb. 
delbrueckii subsp. delbrueckii . 

Un seul exemple de vecteur permettant 
1' integration dans le chromosome de Lb. delbrueckii est 
5 decrit dans l'art anterieur : il s'agit du plasmide 
conjugatif pAMpl, decrit comme non-replicatif chez Lb. 
delbrueckii . La Demande EP 0603416 au nom de MEIJI MILK 
PRODUCTS CO. LTD rapporte 1' utilisation de ce plasmide 
pour integrer une modification dans le chromosome de 

10 Lb. delbrueckii : un marqueur de selection (resistance a 
1' erythromycine) , a ete insere dans un fragment homologue 
a une region du chromosome de Lb. delbrueckii , et 
1' ensemble a ete introduit dans le plasmide pAM[3l. Le 
plasmide integratif ainsi construit a ete multiplie chez 

15 Lactococcus lactis, puis transfere par conjugaison chez 
Lb. delbrueckii ; les transconjugants/integrants sont 
ensuite selectionnes sur la base de la resistance a 
1' erythromycine resultant de 1' integration, par 
recombinaison homologue, de l'insert du plasmide dans 

20 1'ADN chromosomique. 

Ces modifications etant obtenues a tres faible 
frequence, il est" souhaitable de disposer d'autres 
vecteurs integratifs adaptes a Lb. delbrueckii et 
facilitant 1'obtention des souches modifiees et la 

25 selection des integrants. 

Pour augmenter le taux de modification et 
faciliter le criblage des bacteries modifiees, il a ete 
propose chez certaines bacteries lactiques d'utiliser 
comme vecteurs des plasmides a replication thermosensible 

30 [BISWAS et al., J . Bacteriol., 175, 3628-3635, (1993) ; 
1VLAGUIN et al., J. Bacterid., 178, 931-935, (1996)]. La 
Demande PCT WO 93/18164 decrit ainsi des vecteurs 
integratifs qui sont des derives thermosensibles (Ts) du 
plasmide pWVOl, les plasmides comprenant le systeme de 

35 replication du replicon mutant pVE6002 (CNCM 1-1179), 
sont porteurs d'une mutation au niveau de la sequence 
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codant la proteine RepA. lis se repliquent normalement a 
28 °C chez un grand nombre de bacteries ; en revanche leur 
replication est inactivee a 37°C. La modification peut 
ainsi etre effectuee en deux etapes : dans la premiere, 
5 le plasmide est introduit a temperature permissive dans 
les bacteries, ce qui permet une premiere selection de 
celles dans lesquelles il s'est etabli ; dans la seconde, 
ces bacteries sont cultivees a temperature non-permissive 
pour la replication du plasmide, ce qui permet de 

10 selectionner celles dans lesquelles les sequences 
introduites sont integrees dans le chromosome. 

L' utilisation de plasmides thermosensibles a 
ainsi permis d'obtenir des integrants chez di verses 
especes de bacteries lactiques, notamment de lactocoques. 

15 La Demande PCT WO 93/18164 decrit egalement 
1' introduction par conjugaison chez Lb. delbruckii subsp. 
bulgaricus d'un derive de pVE6002 portant le locus de 
mobilisation oriT de pIPSOl. Quelques transcon juguants 
ont ete obtenus, mais aucune integration de dans le 

20 chromosome de Lb. delbrueckii n'a ete deraontree. 

En poursuivant leurs recherches, les 
Inventeurs ont a present constate que plusieurs plasmides 
utilises dans d'autres bacteries lactiques etaient 
capables de se repliquer dans Lb. delbrueckii a 37 °C, qui 

25 est une temperature permettant la croissance de cette 
espece, mais etaient thermosensibles a des temperatures 
plus elevees, generalement a partir de 42°C, temperature 
optimale de croissance de cette espece. 
II s'agit notamment : 

30 - de derives du replicon mutant pVE6002 tels 

que ceux decrits dans la Demande PCT WO 93/18164. Les 
Inventeurs ont constate que ces plasmides se repliquent 
normalement a 37°C chez Lb. delbrueckii, mais sont 
instables a partir de 42 °C, probablement du fait de 

35 1' inactivation de leur replication. 
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- de derives du plasmide pIPSOl ; il a ete 
montre que ce plasmide peut etre transfere par 
conjugaison chez Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus et s'y 
repliquer [LANGELLA et CHOPIN, FEMS Microbiol. Lett., 60, 
5 149-152, (1989) . II a ete decrit comme thermosensible 
chez B. subtilis et plusieurs lactobacilles dont L. 
helveticus [BHOWMICK et STEELE, J. Gen. Microbiol., 139, 
1433-1439, (1993)], L. plantarum [RIXON et al., FEMS 
Microbiol. Lett., 71, 105-110, (1990)] et L. acidophilus 

10 [LUCHANSKI et al . , Mol. Microbiol., 2, 637-646, (1988)] 
mais pas chez Lb. delbrueckii . Les Inventeurs ont etabli 
que pIPSOl et des derives de celui-ci peuvent se 
repliquer a 37°C, mais sont instables a partir de 42°C 
chez Lb. delbrueckii . 

15 Des derives de ces plasmides thermosensibles 

ont ete utilises par les Inventeurs pour transformer Lb. 
delbrueckii et ont permis a temperature non-permissive, 
d'obtenir des integrants, et de demontrer ainsi la 
possibility d'utiliser chez Lb. delbrueckii des plasmides 

20 a stabilite conditionnelle en tant que vecteurs 
d' integration. 

La presente invention a en consequence pour 
objet 1' utilisation d' un plasmide conditionnel en tant 
que vecteur d' integration pour introduire une 

25 modification de 1' information genetique d'une bacterie de 
l'espece Lb. delbrueckii. Cette modification est 
introduite dans le chromosome via un ou plusieurs 
evenements de transposition et/ou de recombinaison 
homologue . 

30 On qualifie ici de « conditionnel » un 

vecteur, par exemple un plasmide, dont au moins l'une des 
fonctions de replication, de partition, ou de stabilite 
n'est active que dans certaines conditions (par exemple 
de temperature, de pH, de concentration en sels mineraux, 

35 de presence dans le milieu de culture d'un compose 
particulier, etc.) soit du fait qu'une ou plusieurs des 
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proteines intervenant dans cette fonction comporte (nt) 
une ou des mutation (s) rendant l'activite conditionnelle, 
soit du fait qu' une ou plusieurs des proteines 
intervenant dans cette fonction sont placees sous 
5 controle d'un promoteur inductible. 

En particulier la presente invention a pour 
objet un procede pour modifier 1' information genetique 
portee par le chromosome d'une bacterie de l'espece 
Lb delbrueckii, caracterise en ce qu 1 il- comprend : 
10 a) la construction d'un plasmide integratif, par insertion 
d'au moins une sequence d'ADN capable de s'integrer 
dans le chromosome bacterien, dans un vecteur 
conditionnel chez ladite bacterie, ledit vecteur 
portant en outre au moins un marqueur de selection ; 
15 b) 1' introduction du plasmide dans ladite bacterie et la 
multiplication de celle-ci, en conditions permissives 
pour la replication et le maintien sous forme stable 
dudit plasmide ; 

c) la multiplication des bacteries exprimant au moins un 
20 marqueur de selection du plasmide a 1' issue de 1'etape 

b) , en conditions non-permissives pour la replication 
et/ou le maintien sous forme stable duplasmide ; et 
optionnellement, 

d) la recuperation des bacteries exprimant au moins un 
25 marqueur de selection provenant du plasmide, a 1' issue 

de 1' etape c) - 

Avantageusement , on peut, apres avoir obtenu 
des bacteries portant la modification souhaitee, eliminer 
des sequences provenant du vecteur mis en ceuvre a 1'etape 
30 a), dans les cas ou il n' est pas souhaitable de conserver 
ces sequences, par exemple dans le cas de bacteries 
destinees a une utilisation industrielle, notanunent a la 
preparation d' aliments - 

Dans ce cas le procede conforme a l 1 invention 
35 comprend en outre les etapes suivantes : 
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e) 1' excision des sequences provenant du vecteur, par 
multiplication des bacteries exprimant, a 1' issue.de 
l'etape c) , au moins un marqueur de selection provenant 
du plasmide, et avantageusement, 
5 f) 1' elimination de l'ADN excise, par multiplication des 
bacteries obtenues a l'etape e) en conditions non- 
permissives pour la replication et le maintien du 
vecteur sous forme plasmidique stable. 

Des vecteurs conditionnels chez Lb. 
10 delbrueckii utilisables pour la mise en ceuvre de la 
presente invention sont par exemple des plasmides 
thermosensibles, avantageusement des plasmides capables 
de se repliquer et de se maintenir a 37 °C dans cette 
espece bacterienne, et dont la replication et/ou le 
15 maintien sous forme stable sont inhibes a partir de 42 °C 
environ . 

On pourra utiliser notamment ; 

des plasmides comprenant le systeme de 
replication de pVE6002 ; 

20 - des plasmides comprenant le systeme de 

replication theta de pIPSOl. 

Ces plasmides portent en outre au moins un 
marqueur de selection, a savoir un gene pouvant 
s'exprimer chez Lb. delbrueckii et dont 1' expression 

25 confere aux bacteries 1'hebergeant un phenotype 
distinctif permettant leur selection. II peut s'agir par 
exemple d' un marqueur de resistance, conferant un 
caractere de resistance a une substance habituellement 
toxique pour la bacterie, par exemple un antibiotique, ou 

30 bien d' un marqueur d' auxotrophie conferant la capacite de 
croitre en 1' absence d' un nutriment habituellement 
indispensable a la bacterie. Les bacteries exprimant ces 
marqueurs sont par exemple facilement selectionnees par 
leur survie sur milieu selectif, a savoir en presence de 

35 ladite substance toxique ou en 1' absence dudit nutriment. 
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Ainsi, a 1' issue de 1' etape b) du procede ci-dessus, les 
bacteries dans lesquelles le plasmide est present peuvent 
etre selectionnees sur la base de " 1' expression d'un 
marqueur de selection provenant du plasmide. De meme, a 
5 1' issue de l'etape c) , les bacteries dans lesquelles 
l'ADN du plasmide a ete integre au chromosome peuvent 
etre selectionnees sur la base de 1' expression d'un 
marqueur de selection provenant du plasmide construit a 
1' etape a) . 

10 Une autre possibility de selection a 1' issue de l'etape 
c) consiste a utiliser une propriete de la souche qui 
decoule de 1' integration du plasmide et/ou de 1' excision 
des sequences du vecteur. Par exemple, on peut utiliser 
un plasmide conditionnel comprenant un marqueur de 

15 selection M (par exemple un marqueur de resistance) , et 
une sequence d'ADN capable de s'integrer par 
recombinaison homologue dans un gene bacterien X, ledit 
gene X etant indispensable dans certairtes conditions pour 
la bacterie (par exemple un gene essentiel pour sa 

20 croissance sur un milieu donne) , 1' integration du 
plasmide inactivant le gene X, et 1' excision des 
sequences du vecteur restaurant son activite. Dans ce 
cas, les bacteries dans lesquelles l'ADN plasmidique a 
ete integre peuvent etre selectionnees sur la base de 

25 1' expression du marqueur de selection M, en conditions 
dans lesquelles le gene X n'est pas indispensable, et les 
bacteries dans lesquelles les sequences du vecteur 
integre ont ete excisees peuvent etre selectionnees, en 
conditions dans lesquelles le gene X est indispensable, 

30 sur la base de la restauration de son activite. Ce mode 
de selection permet egalement en outre de selectionner en 
une seule etape des bacteries dans lesquelles 
1' integration de l'ADN plasmidique et 1' excision des 
sequences du vecteur ont eu lieu ; dans ce cas les 

35 bacteries sont directement cultivees en conditions dans 
lesquelles le gene X est indispensable, et qui sont 



8 



egalement selectives pour le marqueur M. Les bacteries 
selectionnees seront celles dans lesquelles 1' integration 
du plasmide et 1' excision des sequences du vecteur (y 
coinpris le marqueur M) ont restaure l'activite du gene X. 

Des sequences d'ADN capables de s' integrer 
dans le chromosome d'une bacterie de 1'espece 
Lb. delbrueckii comprennent notamment 

des sequences choisies sur la base de leur 
homologie avec une portion du chromosome ou 
l'on souhaite introduire une modification, 
c'est a dire presentant une homologie 
suffisante avec cette portion du chromosome 
pour pouvoir recombiner avec elle ; 
des sequences transposables , notamment des 
transposons ou des sequences d' insertion 
(IS) ; de telles sequences peuvent 
s'inserer au hasard ou avec une certaine 
specificite dans le chromosome bacterien. 
Les modifications que l'on souhaite integrer 
dans le chromosome bacterien peuvent etre apportees par 
la simple integration de ces sequences, celle-ci pouvant 
par exemple entrainer 1' inactivation d' un gene a 
l'interieur duquel elle s'effectue. II est egalement 
possible d'utiliser ces sequences pour integrer un 
fragment d'ADN, notamment un gene d' interet d' origine 
heterologue, ou un fragment d'ADN de Lb. delbrueckii 
prealablement modifie, dans le chromosome bacterien. 

Dans le cas de 1' integration par recombinaison 
homologue, par exemple, on peut apporter a l'interieur 
d'une sequence identique a celle de la region du 
chromosome que l'on souhaite modifier, des modifications 
par insertion, deletion, ou substitution, pouvant aller 
d'un seul nucleotide a plusieurs milliers de nucleotides. 
La sequence ainsi modifiee est inseree dans un vecteur 
conditionnel chez Lb. delbrueckii a 1'etape a) du procede 
selon 1' invention. L' integration s'effectue par 
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recombinaison (simple crossing-over) entre le fragment 
d'ADN chromosomique clone et la region homologue du 
chromosome bacterien. Cet evenement de recombinaison 
creant des duplications de la region d'homologie, de part 
5 et d' autre des sequences du vecteur, la structure 
integree dans le chromosome est constitute des sequences 
du vecteur encadrees de part et d' autre par une copie de 
la region d'homologie, comme le montre la Figure 1. 

L' utilisation de sequences pouvant s' integrer 
10 par recombinaison homologue permet notamment : 

d'inactiver un (ou des) gene(s) 

bacterien (s) ; 

- de modifier 1' expression des genes et/ou 
l'activite des produits codes par ces genes ; 

15 - d' introduire, de fagon stable, de nouvelles 

fonctions dans le chromosome ; 

- d'etudier 1' expression des genes in situ ; 

- de muter le chromosome par integration via 
des fragments chromosomiques aleatoires ; 

20 - d'inserer, de fagon stable, des sequences 

destinees a marquer les souches . Ces sequences serviront 
par la suite de traceurs ; 

d' introduire plusieurs modifications 
sequentielles dans une meme souche. 

25 Dans le cas de 1' integration par 

1' intermediate d'une sequence transposable, la sequence 
transposable sera inseree dans " le plasmide ; 
1' integration dans le chromosome permet de realiser la 
modification, d' obtenir ainsi des mutants presentant des 

30 caracteres interessants et de caracteriser plus aisement 
le ou les gene(s) mute(s). En cas de transposition 
replicative, la structure transposee dans le chromosome, 
est constitute des sequences du vecteur encadrees de part 
et d' autre par une copie de la sequence transposable. 

35 Ces sequences transposables peuvent provenir 

de bacteries appartenant a l'espece Lb. delbrueckii, ou 
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provenir d' autres especes bacteriennes, notamment 
d'autres bacteries lactiques. II peut s'agir de 
transposons ou de sequences d' insertion. 

Des sequences transposables f onctionnelles 
5 chez Lb. delbrueckii peuvent etre identifiees en inserant 
une sequence transposable a tester (transposon ou 
sequence d' insertion) , dans un vecteur a replication 
conditionnelle chez Lb. delbrueckii, tel que defini ci- 
dessus, en mettant en ceuvre les etapes b) et c) du 

10 procede conforme a 1' invention, et en recherchant la 
presence de transposants a 1' issue de ces etapes. 

Les Inventeurs ont ainsi mis en evidence 2 
sequences d' insertion utilisables conf ormement a 
1' invention pour modifier le chromosome de Lb. 

15 delbrueckii. 

II s'agit de la sequence d' insertion denommee 
IS1223 precedemment mise en evidence par WALKER et al. 
(J. Bacterid., 176, 5330-5340, 1994) chez Lb. johnsonii, 
et de la sequence d' insertion denommee IS1201, 

20 precedemment mise en evidence par TAILLIEZ et al. (Gene, 
145, 75-79, 1994) chez Lb. helveticus. 

La presente invention a egalement pour objet 
des plasmides integratifs resultant de 1' insertion de 
l'une de ces 2 sequences dans un vecteur a replication 

25 conditionnelle chez Lb. delbrueckii, et notamment dans un 
vecteur comprenant le systeme de replication de pVE6002, 
ou dans un vecteur comprenant le systeme de replication 
theta de pIP501. 

Selon un mode de realisation prefere de la 

30 presente invention, ledit vecteur est un vecteur non- 
conjugatif. 

Des plasmides integratifs conformes a 
1» invention sont notamment illustres par le plasmide 
pVI49 et le plasmide pVI52. Le plasmide pVI49 heberge par 
35 la souche VI209 de Lb. delbrueckii, et le plasmide pVl52, 
heberge par la souche VI217 de Lb. delbrueckii, ont ete 



11 



deposes selon le Traite de Budapest le 17 septembre 1999, 
sous les numeros respectifs 1-2317 et 1-2318, aupres.de 
la CNCM (Collection Nationale de Cultures de 
Microorganismes) , 25 rue du Docteur Roux, a Paris. 
5 Dans les deux cas de figure : integration par 

recombinaison homologue ou par transposition replicative 
d' un element mobile, 1' excision des sequences provenant 
du vecteur s'effectue, au cours de l'etape e) du procede 
conforme a 1' invention, par recombinaison entre les 
10 sequences homologues flanquant les sequences du vecteur. 

Par exemple, dans le cas de 1' integration par 
recombinaison homologue, un second evenement de 
recombinaison (double crossing-over) peut avoir lieu 
entre les regions homologues dupliquees de part et 
15 d' autre des sequences du vecteur. Cet evenement conduit a 
1' excision des sequences du vecteur, et permet, pour une 
fraction des clones, de substituer la forme sauvage 
chromosomique par la forme modifiee plasmidique comme le 
montre la Figure 1. 
20 Legende de la Figure 1 : 

A, B : ADN chromosomique clone dans le vecteur ; 

A : modification ; 

RC : replicon conditionnel ; 

M : marqueur de selection ; 
25 P : conditions permissives 

NP : conditions non-permissives. 

Par exemple, dans le cas de 1' integration par 
certaines sequences transposables, par exemple des IS a 
transposition replicative, celles-ci constituent 

30 egalement de part et d' autre des sequences du vecteur, 
des regions homologues favorables a des evenements de 
recombinaison qui conduisent a 1' excision des sequences 
du vecteur, et de 1'une des copies de l'IS, 1' autre 
demeurant dans le chromosome bacterien au site de 
35 transposition. 
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La Figure 2 represente 1' excision des 
sequences cT un vecteur par recombinaison homologue entre 
des IS. 

Legende de la Figure 2 : 
I : sequence d' insertion ; 
M : marqueur de selection ; 
P : conditions permissives ; 
NP : conditions non-permissives. 
L' excision des sequences provenant du vecteur 
est favorisee lorsque celui-ci est un plasmide a 
replication cercle roulant. II a ete montre que la 
recombinaison entre des duplications est fortement 
stimulee par la replication (CR) d'un plasmide a 
proximite de celles-ci. (NOIROT et al., J. Mol. Biol., 
196, 39-48, 1987). 

On peut ainsi utiliser par exemple un plasmide 
thermosensible a replication cercle roulant comprenant le 
systeme de replication du replicon pVE6002. Dans ce cas, 
les bacteries selectionnees a temperature non permissive 
pendant 1'etape c) (>42°C), sont cultivees a temperature 
permissive (37°C). A cette temperature permissive, la 
replication du plasmide thermosensible est induite et 
stimule la recombinaison entre les regions homologues 
flanquant les sequences du vecteur. 

Apres elimination des sequences excisees, 
conformement a 1'etape f) du procede conforme a 
l 1 invention, on obtient ainsi : 

dans le cas d'un plasmide comprenant une 
sequence capable de s'integrer par 
recombinaison homologue, une bacterie 
differant de la bacterie-hote d'origine par 
la presence, dans son chromosome, de la 
modification apportee par cette sequence ; 
- dans le cas d'un plasmide comprenant une 
sequence transposable, une bacterie 
differant de la bacterie-hote d'origine par 
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la presence, dans son chromosome, d 7 une 
copie de ladite sequence transposable . 
Lorsqu'une IS naturelle de Lb. delbrueckii 
est utilisee, la souche mutante peut etre 
5 alors qualifiee de « mutant alimentaire». 

La presente invention sera mieux comprise a 
l'aide du complement de description qui va suivre, qui se 
refere a des exemples non-limitatif s d'obtention de 
plasmides integratifs et de leur utilisation chez Lb. 
10 delbrueckii . 

EXEMPLE 1 : SELECTION DE PLASMIDES THERMOS ENS I BLES CHEZ 
Lb . delbrueckii 

Obtention des plasmides 

Plasmide a replication theta 

15 Un plasmide navette L. bulgaricus - E. coli 

constitue de pGB3631 (un derive sequence de pIPSOl, 
[BRANTL et al., Gene, 142, 455-156, (1994)]) et de 
l'origine pSKII de E. coli a ete construit. Ce plasmide, 
denomme pVI1055, est represents sur la figure 3. II porte 

20 un gene ery de resistance a 1' erythromycine (Ery). 

Un autre derive de pIP501, le plasmide pGB305A 
[LE CHATELIER et al., Plasmid, 29, 50-61, (1995)] a 
egalement ete teste. 

Plasmide a replication cercle roulant 

25 Les derives pVE6004 et pVG+host9 du replicon 

mutant pVE6002 [MAGUIN et al., J. Bacterid., 174, 5633- 
5638, (1992) ; Demande PCT WO 93/18164 ; MAGUIN et al., 
J. Bacterid., 178, 931-935, (1996)] ont ete utilises. 
Mise en evidence de la thermosensibilifce chez 

30 Lb . delbruecki i 

Transformation des bacteries 

Des bacteries de la souche VI104 de Lb. 
delbrueckii subsp. bulgaricus deposee selon le Traite de 
Budapest le 17 septembre 1999, sous le numero 1-2316, 
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aupres de la CNCM (Collection Nationale de Cultures de 
Microorganismes) , 25 rue du Docteur Roux, a Paris, sent 
cultivees en milieu MRS, 0,1% glycine (DIFCO) jusqu'en 
debut de phase stationnaire . Elles sont ensuite 
5 centrifugees et lavees dans du tampon d' electroporation 
(0,4 M sucrose, 1 mM MgCl 2 , 5 mM KH 2 P0 4 , pH 6,0) et mises 
en suspension dans ce meme tampon a une concentration 
correspondant a une D0 6 oo d' environ 50. La suspension est 
incubee 20 min a 45°C puis refroidie sur de la glace. Une 

10 aliquote de 80 \il de la suspension est melangee avec 
l'ADN plasmidique (-1,5 yxg) et le melange est transfers 
dans une cuve d' electroporation de 0,2 cm. 
L' electroporation est effectuee a 1 kV, 800 Q, et 25 \iF . 

Immediatement apres 1' electroporation, le 

15 melange est dilue dans 2 ml de milieu d' expression (0,2 M 
sucrose, 5% lait ecreme en poudre, 0,1% extrait de 
levure, 1% casaminoacides, 25 mM MgCl 2 ) . Apres incubation 
pendant 3 h a 37°C dans ce milieu, les cellules sont 
etalees sur des boites de milieu selectif (MRS Agar avec 

20 10 pg/ml d' erythromycine) ; les boites- sont incubees en 
jarre d' anaerobiose a 37°C pendant 48 h, et les colonies 
resistantes a 1' erythromycine sont selectionnees . 
Thermosensibilite de derives de pIPSOl (replication 
theta) 

25 La thermosensibilite de pGB305A et de pVI1055 

a d'abord ete evaluee par des essais de transformation de 
Lb. delbrueckii, selon le protocole decrit ci-dessus, 
avec des etalements sur milieu selectif a 37°C et 42 °C. 
Pour les 2 plasmides, on obtient des transf ormants a 37°C 

30 mais pas a 42°C. 

La thermosensibilite de pVI1055 a ensuite ete 
confirmee par comparaison de sa stabilite a 37 °C et a 
44°C. Une culture en MRS/Ery (10 ^g/ml) a 37°C a ete 
diluee en MRS sans Ery puis incubee en parallele a 37 °C 

35 et a 44°C. Les cellules sont regulierement diluees avec 
du milieu frais afin de les maintenir en phase 
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exponentielle de croissance. Des prelevements sont 
effectues a differents temps, et les cellules sont 
etalees apres dilution sur MRS et MRS/Ery, afin de 
determiner la proportion de cellules ayant perdu le 
5 plasmide. 

A 37°C, environ 30% des cellules ont perdu le 
plasmide pVI1055 apres 48 heures. A 44°C, la stabilite de 
pVI1055 est nettement affectee puisque -100% des cellules 
ont perdu le plasmide apres 48 heures. Les resultats 
10 obtenus avec pVI1055 a 37°C (■) et ' a 44°C (□) sont 
illustres par la Figure 4. 

Thermosensibilite de plasmides a replication cercle 

roulant derives de pVE6002 

La thermosensibilite de pVE6004 et pVE6155 
15 (pG+host9) a d' abord ete evaluee par des essais de 

transformation de Lb. delbrueckii, selon le protocole 

decrit ci-dessus, la selection des transf ormants etant 

effectue a 37°C ou 42°C. Des transf ormants ont ete 

obtenus a 37°C mais pas a 42°C. 
20 La stabilite de pVE6004 chez L. bulgaricus a 

ete mesuree a 37 °C et 44 °C apres 22 heures (environ vingt 

generations) 

Les resultats sont illustres par la Figure 5, 
qui montre la stabilite de pVE6004 a 37 °C (■) et son 
25 instability a 44°C (□) . Des resultats semblables ont ete 
obtenus avec pG+host9. 

EXEMPLE 2 : MISE EN EVIDENCE DE L'ACTIVITE DE 
TRANSPOSITION DE SEQUENCES D' INSERTION (IS) CHEZ Lb. 
delbrueckii . 

30 Des sequences d' insertion isolees de bacteries 

lactiques ont ete donees dans pVI1055. A temperature 
permissive pour la replication du plasmide, la 
multiplication d'un transformant genere une population 
bacterienne contenant le plasmide. L' IS presente sur le 

35 plasmide dans la population bacterienne peut transposer 
dans le chromosome. En cas de transposition replicative 
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de l'IS, la structure transposee presente dans le 
chromosome, correspond au vecteur plasmidique, encadre-de 
part et d' autre par une copie de 1' IS, comme le montre la 
Figure 6. On peut egalement observer parfois une 
5 transposition en tandem ; la structure comprend alors 
plusieurs copies du plasmide. Le gene de resistance a 
1' erythromycine (Ery R ) present dans la structure 
transposee permet la selection des transposants . 

A temperature non permissive (44°C), seules 

10 les bacteries ayant subi un evenement de transposition 
replicative restent Ery R car le vecteur fait partie de la 
structure transposee, integree dans le chromosome. Les 
bacteries n' ayant pas subi de transposition perdent, au 
fur et a mesure des generations, le plasmide qui est 

15 instable a cette temperature. 

Les IS transposant selon un mode replicatif 
chez L. bulgaricus conduisent a l'obtention de clones Ery R 
a 44°C avec une frequence superieure a celle observee 
pour pVI1055, le plasmide sans IS. Dans le cas 

20 d'obtention de clones Ery R , 1' analyse structurale de l'ADN 
chromosomique par Southern Blot, permet de verifier que 
1' integration resulte bien d'un evenement de 
transposition. 

Apres extraction de l'ADN chromosomique, une 

25 digestion Bgll permet de generer un fragment d' au moins 
6,7 kb (taille du plasmide pVI1055) porteur d' une IS, et 
un second fragment au moins egal a la taille de 1' IS 
testee. Ces fragments sont reveles par hybridation avec 
une sonde correspondant a l'IS testee. Dans le cas de 

30 transposition en tandem le plasmide est present a 
plusieurs copies dans la structure transposee. Une 
troisieme bande de la taille du plasmide (6,7 kb) est 
alors revelee lors de 1' hybridation . 
Mise en evidence de la transposition : 

35 Les IS 1223 ("WALKER and KLAENHAMMER, 1994, 

reference precitee) , et 1201 (TAILLEZ et al., 1994, 
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reference precitee) ont ete donees dans le plasmide 
pVI1055, au site BssHII, generant respectivement les 
plasmides pVI48, pVI49, pVI51, pVI52. 

Les proprietes de ces 2 IS et la nature des 
5 plasmides obtenus sont indiquees dans le tableau 1 ci- 
apres • 



TABLEAU I 



IS 


Origine 


Taille a (pb) 


Vecteurs finaux ° 


1223 


L jonshonii 


1502 


pVI48/pVI49 


1201 


L helveticus 


1387 


pVI51/pVI52 



a: taille correspondant 3 PIS encadree des repetitions directes (DR) 



b: La mention de deux plasmides indique que IMS a ete donee dans les deux orientations 
10 2 protocoles ont ete utilises pour tester 

l'activite de transposition des IS chez Lb. delbrueckii. 

Dans le premier, les souches contenant les 
plasmides porteurs des IS a tester ont ete cultivees a 
37°C en MRS/Ery (10 pg/ml) . A D0 60 o -0,1, les cellules 
15 sont diluees en MRS ne contenant pas d' antibiotique et 
incubees a 44 °C. Elles sont maintenues en phase 
exponentielle de croissance par dilutions regulieres en 
MRS. A differents temps, des echantillons sont preleves 
et etales sur boites MRS (pour determiner le compte de 
20 cellules viables) et sur MRS/Ery (compte de cellules Ery R ) 
qui sont incubees a 42 °C. La souche portant le plasmide 
pVI1055 est utilisee en contrdle negatif et permet 
d'evaluer la perte du plasmide durant 1' incubation a 
44°C. 

25 Etant donne le temps de croissance des souches 

avant la selection des transposants, cette methode peut 
conduire a la dominance de certains transposants dans la 
population- C'est pourquoi une autre methode, mettant en 
oeuvre une selection plus precoce des integrants, a 

30 egalement ete utilisee. 

Dans ce second protocole, une population 
bacterienne contenant le plasmide pVI52 ou pVI4 9 a ete 
generee par croissance en MRS/Ery (10 yig/ml) a 
temperature permissive (37°C) . Les cellules ont ete 
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ensuite directement etalees sur boltes MRS/Ery puis 
incubees a 42°C / afin d' individualiser au plus tot les 
transposants . 
Resultats 

5 1S1223 (pVI48/pVI49) : Les plasmides pVI4 8 ou 

pVI49 ont ete introduits chez VI104. En presence de 
l'IS1223, la frequence des cellules Ery R est 50 (pVI48) a 
1000 (pVI49) fois plus elevee qu'avec pVI1055 seul. Apres 
digestion, les ADN chromosomiques de 90 clones Ery R , 

10 obtenus par le premier protocole et provenant de 
4 experiences independantes, sont hybrides avec l'IS2223. 
Dans tous les cas, deux bandes ont ete revelees, 
confirmant que les clones resultent d' evenements de 
transposition replicative. Cependant, on observe aussi la 

15 dominance de certains transposants dans la population. 

L' analyse d' autres. clones, obtenus par le 
second protocole decrit ci-dessus, indique qu' il y a 
egalement transposition, et confirme que ce protocole 
reduit 1' enrichissement en certains transposants. 

20 2S1201 (pVI51/pVI52) : les plasmides pVI51 ou 

pVI52 ont ete introduits dans VI104. 

La frequence d' insertion de pVI52 est au moins 
1000 fois plus elevee que celle de pVI1055 seul. Parmi 
les 28 transposants de pVl52 analyses par Southern : 

25 - 18 resultent de transposition en tandem ; 

- 10 resultent de transposition monocopie et 
presentent 4 profils differents de transposition 
replicative . 

Aucun transposant n'a ete obtenu avec pVI51, 
30 ce qui suggere que, dans le cas de 1' IS1201 1' orientation 
de l'IS dans le vecteur pourrait jouer un role dans 
l'efficacite de la transposition. 

L' analyse de 8 autres clones, obtenus par le 
second protocole decrit ci-dessus, indique qu' il y a 
35 egalement transposition, et confirme que ce protocole 
reduit 1' enrichissement en certains transposants. 
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Ces resultats demontrent l'activite de 
transposition replicative des IS 1223 et 1201 chez 
Lb. delbrueckii . 



RE VEN D I CAT I ON S 

1) Procede pour modifier 1' information 
genetique portee par le chromosome d' une bacterie de 
l'espece Lb. delbrueckii, caracterise en ce qu f il 

5 comprend : 

a) la construction d'un plasmide integratif, par insertion 
d'au moins une sequence d'ADN capable de s'integrer 
dans le chromosome bacterien, dans un vecteur 
conditionnel chez ladite bacterie, ledit vecteur 

10 portant en outre au moins un marqueur de selection ; 

b) 1' introduction du plasmide dans ladite bacterie et la 
multiplication de celle-ci, en conditions permissives 
pour la replication et le maintien sous forme stable 
dudit plasmide ; 

15 c) la multiplication des bacteries exprimant au moins un 
marqueur de selection du plasmide a 1' issue de l'etape 
b) en conditions non-permissives pour la replication 
et/ou le maintien sous forme stable dudit plasmide ; et 
opt ionnellement , 

20 d) la recuperation des bacteries exprimant au moins un 
marqueur de selection provenant du plasmide, a 1' issue 
de 1' etape c) . 

2) Procede selon la revendication 1, 
caracterise en ce qu'il comprend en outre : 

25 e) 1' excision des sequences provenant du vecteur, par 
multiplication des bacteries exprimant a 1' issue de 
l'etape c) , au moins un marqueur de selection provenant 
du plasmide, et avantageusement , 
f) 1' elimination de l'ADN excise, par multiplication des 

30 bacteries obtenues a l'etape e) en conditions non- 

permissives pour la replication et le maintien dudit 
vecteur sous forme plasmidique stable . 

3) Procede selon . une quelconque des 
revendications 1 ou 2, caracterise en ce que ledit 

35 vecteur conditionnel est un vecteur thermosensible chez 
Lb. delbrueckii . 
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4) Procede selon la revendication 3, 
caracterise en ce que ledit vecteur thermosensible chez 
Lb. delbrueckii est choisi parmi les plasmides comprenant 
le systeme de replication du replicon mutant pWVOlTs , et 

5 les plasmides comprenant le systeme de replication theta 
de pIP501. 

5) Procede selon une quelconque des 
revendications 1 a 4, caracterise en ce que la sequence 
d'ADN capable de s'inserer dans le chromosome bacterien 

10 est une sequence homologue d' une portion du chromosome ou 
l'on souhaite introduire une modification. 

6) Procede selon une quelconque des 
revendications 1 a 4, caracterise en ce que la sequence 
d'ADN capable de s'inserer dans le chromosome bacterien 

15 est une sequence transposable. 

7) Procede selon la revendication 6, 
caracterise en ce que ladite sequence transposable est 
une sequence d' insertion. 

8) Procede selon la revendication 7, 
20 caracterise en ce que ladite sequence d' insertion est 

choisie parmi IS1223 de Lb. johnsonii et IS1201 de Lb. 
helveticus . 

9) Plasmide integratif pour la mise en ceuvre 
d'un procede selon une quelconque des revendications 1 a 

25 8, caracterise en ce qu f il resulte de 1' insertion de 
l'une des sequences IS1223 ou IS1201 dans un plasmide 
choisi parmi : 

les plasmides comprenant le systeme de 
replication du replicon pWVOlTs ; 
30 - les plasmides comprenant le systeme de 

replication du replicon pIPSOl. 

10) Plasmide integratif selon la revendication 
9, choisi dans le groupe constitue par le plasmide pVI49 
et le plasmide pVI52, deposes aupres de la CNCM le 17 

35 septembre 1999, sous les numeros respectifs 1-2317 et I- 
2318. 
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4) Procede selon la revendication 3, 
caracterise en ce que ledit vecteur thermosensible chez 
Lb. delbrueckii est choisi parmi les plasmides comprenant 
le systeme de replication de pVE6002, et les plasmides 
comprenant le systeme de replication theta de pIPSOl. 

5) Procede selon une quelconque des 
revendications 1 a 4, caracterise en ce que la sequence 
d'ADN capable de s'inserer dans le chromosome bacterien 
est une sequence homologue d'une portion du chromosome ou 
l'on souhaite introduire une modification. 

6) Procede selon une quelconque des 
revendications la 4, caracterise en ce que la sequence 
d'ADN capable de s'inserer dans le chromosome bacterien 
est une sequence transposable . 

7) Procede selon la revendication 6, 
caracterise en ce que ladite sequence transposable est 
une sequence d' insertion. 

8) Procede selon la revendication 7, 
caracterise en ce que ladite sequence d' insertion est 
choisie parmi IS1223 de Lb. johnsonii et IS1201 de Lb. 
helveticus . 

9) Plasmide integratif pour la mise en ceuvre 
d'un procede selon une quelconque des revendications 1 a 

8, caracterise en ce qu' il resulte de 1' insertion de 
l'une des sequences IS1223 ou IS1201 dans un plasmide 
choisi parmi : 

les plasmides comprenant le systeme de 
replication de pVE6002 ; 

les plasmides comprenant le systeme de 
replication du replicon pIPSOl. 

10) Plasmide integratif selon la revendication 

9, choisi dans le groupe constitue par le plasmide pVT4 9 
et le plasmide pVI52, deposes aupres de la CNCM le 17 
septembre 1999, sous les numeros respectifs 1-2317 et I- 
2318. 
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